L I Q tr t 




•■ H A N C 




TO 0.04 /0 0 0 0 7 3 

-5 timzm 



INSTITUT 
NATIONAL DE 
LA PROPRIETY 
INDUSTRIELLE 



BREVET D 'INVENTION 



CERTIFICAT D'UTILITE - CERTIFICAT D'ADDITION 



COPIE OFFIClELLE 



Le Directeur general de I'lnstitut national de la propriete 
industrielle certifie que le document ci-annexe est la copie 



certifiee conforme d'une demande d0 titre 
industrielle deposee a I'lnstitut. 



de propriete 



Fait a Paris, le . 



UML3ML 



DOCUMENT DE PRIORITE 

^^TEOUTRANsmjs 

CONFORMEMENT A LA 
REGLEl7.1.a)OUb) 



11102 



Pour le Directeur general de I'lnstitut 
national de la propriete industrielle 
Le Chef du Departement des brevets 




Marline PLANCHE 




LA PROPRIETF T6 '^h°ne:33 (0)153 04 53 04 

, M n n T * 4C ° Pte 33 <°»1 53 04 45 23 

INDUSTRIELLE wwv7.lnpl.fr 



ETABHSSEMENT PUBUC NATIONAL CREE PAR LA LO, N" S1 -4<4 DU 19 AVRIL 1951 



im 



aiKsmtrr 

NATIONAL D* 
INDUSTRIE!. LC 

26 bis, rue de Saint Petersburg 
75800 Paris Cedex 08 



Telephone : 33 (1) 53 04 53 04 Telecopie : 33 (1) 42 94 66 54 



REMISE DES P£CES 
DATE 

UEU f$ 

N* D'ENREGISTREMENT 
NATIONAL ATTRI8U6 PAR UINPI 

DATE DE DJzPGT ATTRIBUEE 
PAR L'INPl 



1R6serv6aflNPlf 



1 5 JAW, 2003 



Vos references pour ce dossier 

tfacultatif) LV/LN - BFFOIOaan 



CERTIFICAT O'UTILITE 

Code de la propriStt inteHectuelle - livre VI 

REQUETE Efi DELiVRANCE 
page 1/2 

Cet imprimfe est a remplir tisiblement a I'encre noire 



H° U354*03 



NOM ET ADRESSE DU DEMANDEUR OU OU MANDATAIRE 
A QUI LA CORRESPONDANCE DOIT ETRE ADRESSEE 

CABINET PLASSERAUD 
84 rue d'Amsterdam 
75440 PARIS CEDEX 09 



Demande de brevet 



Demande de certificat d'utilite 



Demande divisionnaire 



oudemande de certificat d'Mlite initiate 



Transformation d'une demande de 
brevet europeen Demandede brevet initiate 




B -"TRk Dfc L' INVENTION ( 20 0 cadres o U eS pace S m ax. mum) 



^^^^SS^ST^ ° VN GENE ET PR ° CEDE DE ^NTROLE DE 



Hi DECLARATION DE PRIORITE 
OU REQUETE DU BENEFICE DE 
LA DATE DE DEPOT D'UNE 
DEMANDE ANTERIEURE FRANCAISE 



Pays ou organisation 
Date I ' I L-JLj I I | 
Pays ou organisation 
Date III. I , | , 
Pays ou organisation 

Dat * I ' I L-JU i | | N o 

D i ^fl^^Hg; gfhg 'a case et utilises rimprune «Suite» 



N° 





ifjinruT 
la pQopaten 

inbUSTRIfLLB 



1$ RE WET OT§WE§\§TB©P3 
CERTIFIGAT D'UTILITE 

REQUETE EM DELIVERANCE 
page 2/2 




REMISE Dl 
OATE 



j Rt§serv6 k IMNPI I- 



W*9aN 2003 
75 INPI PARIS B 

N- D'EMREGISTREMENT 030042 2 

NATIONAL ATTRIBUE PAR L'lNPI 



Nom 



DB 540 W/ 210502 



Prenom 

Cabinet ou Soctete 



! Cabinet PLASSERAUD 



N °de pouvoir permanent et/ou 
de lien contractus 



Adresse 



Rue 



i 84, rue d'Amsterdam 



uodepo sfalrt viite - t ^ j5 , 4 |4 |Q J pAR|s CEDE X — 
Pays 1 - 



N° de telephone (facutietff) 



N° de telecopie (facuttaiT/) 
Adresse electronique (facu/mj) 



j France 
101.44.63.41.11 



Les demandeurs et les inventeurs 
sont les m emes personnes 

52? 



01.42.80.01.59 
info@plass.com 



!□ OU! 

S Non 




Dans ce cas remplir le formulate de Designation d'inventeur(s) 



Etablissement immediat 0 ~~ ~ ' s^gg^^^ 

ou etablissement differe ~~ 



Paiement echelonne de la redevance 



H REDUCTION DU TAUX 
DES REDEVANCES 



M SEQUENCES DE NUCLEOTIDES 
1 ET/OU DECIDES AR/11MES 



Qiquement pour les personnes physiques effectual eflesHn&nes leur propre depot 
□ Non 



Uniquement pour les personnes physiques " " 

H nZlZ T 13 Preml ' re f ° iS P ° Ur C6tte ,nVentl0n O^-Mmmi+rttoO 
U Obtenue anteneurement a ce depot pour cette invention una copL de la 



Le support electronique de donnees est joint □ 

La declaration de conformite de la liste de fl 
sequences sur support papier avec le 1 
support electronique de donnees est jointe 

SI vous avez utilise I'imprime «Suite», 
indiquez le nombre de pages Jolntes 

1 OU DU MANDATAIRE 

(Nom et quality du slgnatafre) 

taurenc^VERCA 
CPI 00-0410 



□ Cochez la case si la description contient une liste de sequences 




VISA DE LA PREFECTURE 
OU DE L'lNPI 



ii ,.i ■ wa»K»mgi 

NATIONAL OK 
IHOVSTBieiXI 

26 bis, rue de Saint Petersboure 
75800 Paris Cedex 08 

Telephone : 33 (1) 53 04 53 04 TeJecopie : 33 (1) 42 94 86 54 



REMISE 0ESPIECES 




date is ^§^g s 






ISE 


H* D'ENREGiSTREMENT 




NATIONAL ATTRIBUE PAR L'INPI 





Vos references pour ce dossier jfacultatift 



DECLARATION DE PRIORITE 
OU REQUETE DU B£n£fICE DE 
LA DATE DE DEPOT D'UNE 
DEMANDE ANTER1EURE FRANCHISE 



Nom 

ou denomination sociale 
Prenoms 



Forme juridique 



N° SIREN 



Code APE-NAF 



Domicile 
ou 



Nationality 



Rue 

Code postal et ville 



Pays 



N° de telephone \fi*cuhatif) 



N° de telecopie tfacultatif] 




Nom 

ou denominatio n sociale 
Prenoms 
Forme juridique 



N° SIREN 



Code APE-NAF 



Domicile 
ou 

siege 



Rue 



Code postal et ville 



Pays 



Nationality 
N° de telephone \facultatifi 



BKE¥ET D1NVENTION 
CERT1FBCAT D'UTILITE 

Code de la propriete intellectuelle - Uvre VI 

REQUETE EM DELIVKAMCE 

Page suite f¥ 



N° 11354*03 




Cet imprimS est a remptir lisiblement a I'encre noire ob ® w / 010702 



Pays ou organisation 
Date i i I i I | ( | 



Pays ou organisation 
Date I i 1 i I i i i | 
Pays ou organisation 
Date 




N° 
N° 
N° 



INSERM 



I i i -i i ■» | 



Mill 



101, rue de Tolbiac 



7i5i6iSiA| PARIS Cedex 13 



FRANCE 
Frangaise 



UNIVERStTE PAUL SABATIER 



'''' 



I I I I 



118 route de Narbonne 



3,1 ,0,6 .2| TOULOUSE 



FRANCE 
Frangaise 



N° de telecople ifacultatifi 
Adres&e electronique [facultatifi 

IS SIGNATURE DU DEMANDEUR . , 

OU du MANDATAIRE La^nce VERCAEMER 

(Nom et qualite du signataice).. 




VISA DE LA PREFECTURE 
OUDE L'INPI 




15 



20 



25 



30 



ET PHor Rnr , n F ro frrrnTF nr r , TwniTr . TT „„ „„ v _.. rFr __ in|| 

L- invention a pour objet un procede de controle 
de induction de 1'expression d'un gSne, et en 
particulier un procede de contr61e de 1' induction de la 
traduction d'un gene* 

Dans i e domaine du traitement de maladies 
hereditaires ou genetiques, des traitement s de type 
therapie genique, permettant de remplacer ou corriger 
des gSnes defectueux sont en cours de developpement . La 
therapie genique pent egalement avoir des applications 
xmportantes dans la delivrance de proteines, telle, que 
par exemple des cytokines, des antioncogenes , des 
hormones ou des anticorps, lesdites proteines ayant une 
activite therapeutique dans le traitement de 
pathologies de type cancer ou infections virales 

Cependant, meme si 1'on pent induire 1' expression 
d'un gene, done de la proteine codee par le gene 
1' absence de moyens de controle de 1 ■ expression de 
cette proteine est une barriers a 1< utilisation de 
telles techniques, en particulier dans le cadre d'une 
therapie genique. Un moyen simple et sur de contr61e de 
1' induction de 1'expression d'un gene, et done de la 
proteine qu'il code, trouverait des applications aussi 
bxen dans des protocols de therapie genique, que dans 
I'etablissement de lignees cellulaires exprimant un 
transg eng ou encore d ans L±obt 



transgeniques . 



naux- 



-OH—eonna^t— d^—aw— ^yens" d > induc ti 0 n "de" 



1' expression d'un gdne 
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Cependant, la plupart des moyens decrits sont 
bases sur des inductions transcriptionnelles et 
presentent des inconvenients majeurs pour une 
utilisation en therapie genique. On citera en 
5 particulier 1' article de Mills (2001) Changing colors 
in mice: an inducible system that delivers, Genes & 
Development, 15:1461-1467. Les proteines chimeres 
activatrices de ces differents systemes de l'art 
anterieur provoquent des reactions immunogeniques et/ou 

10 les inducteurs Pharmacol ogiques utilises (tetracycline, 
rapamycine) entrainent des reactions cellulaires et 
tissulaires non. souhaitees. 

Par ailleurs, la demande de brevet WO00/53779 
decrit un procede d' induction traductionnelle de 

15 1' expression d'un gene, utilisant une proteine de 
recrutement des ribosomes, c'est-a-dire une proteine 
analogue a eIF4G ou uri . derive ou fragment 
traductionnellement actif de celle-ci. Cette proteine 
est fusionnee avec une proteine ou un fragment ou- 

20 derive de proteine, capable de se fixer sur un site de 
fixation de proteine heterologue ou HBS (« heterologous 
protein-binding site ») present sur 1 ' ARNm . Un exemple 
de proteine se fixant a 1 'ARNm est l'IRP-1. Un exemple 
d' HBS est l'IRE (« Iron Responsive Element ») . La 

25 proteine de fusion obtenue peut se fixer sur un HBS , et 
joue le role d'un activateur de la traduction de 1 ' ARNm 
done de 1' expression de la ou des proteines codees par 
cet ARNm en aval de l'HBS. 

Ce document explique egalement que 1' expression 

30 de la ou des proteines peut etre controlee. Ce controle 
est effectue par 1 ' utilisation de differents HBS sur 
1 'ARNm. II s'agit done d'un contrdle a priori, exerce 



au debut du traitement ou de 1 ' experience, plutot que 
d'une reelle maitrise de 1' induction. Une fois le 
nombre et la nature des HBS choisis, 1' induction de la 
traduction n'est plus modulable. 

Par consequent, il existe encore un besoin d'un 
moyen de contrSle modulable de 1' induction de 
1' expression d'un gene, controle qui doit pouvoir 
s'exercer a tout moment au cours de la mise en ceuvre de 
1' induction de 1 ' expression, aussi bien qualitativement 
que quant i tat ivement . 

La present e invention a done pour objet un 
procede de contrdle exteme, permanent et modulable de 
1' induction de 1' expression d'un gene, ledit contrdle 
permettant de declencher, d'arreter et de moduler 
1' induction a tout moment. Par induction de 
1' expression, on entend induction de toute etape de 
1' expression d'un gene, e'est-a-dire notamment la 
traduction, la transcription, l'epissage des pre-ARNm, 
la polyadiSnylation des pre-ARNm, etc. 

Dans le cadre de 1' invention, 1' induction de 
1' expression d'un gene est mise en ceuvre par 
1' expression d'une proteine de fusion specif ique, 
appelee proteine de fusion inductrice . 

La proteine de fusion inductrice mise en ceuvre 
pour induire 1' expression d'un gene selon 1' invention 
comprend d'une part un domaine peptidique de liaison 
aux acides nucleiques et un domaine activateur de 
1' expression dudit gene, et, d' autre part, un domaine 
permettant une delocaiisati-on- a la membrane- 



cytoplasmique . Le domaine permettant une delocalisation 
* 11 membrane cyEopIasmique est un d omaine cTe~ 



regulation post-traductionnel qui permet la 



delocalisation de la proteine hors du cytoplasme, par 
un adressage cellulaire de cette proteine a la membrane 
plasmique, suite a la modification post- traductionnelle 
d'une cysteine, dans le domaine CAAX carboxy- terminal 

5 de la proteine d' intgret & l'aide d' enzymes de type 
farnesyl- transferase ou geranylgeranyl- transferase . 
CAAX signifie "Cysteine-acide amine Aliphatique-acide 
amine Aliphatique-acide amine XH, ou X peut etre une 
methionine, une glutamine, une serine ou une threonine. 

10 Toute proteine ou polypeptide connu de 1'homme du 

metier pour induire 1' expression d'un gene peut etre 
utilise comme proteine de fusion inductrice selon 
l 1 invention, soit en tant que tel s'il comprend un 
domain.e permettant une delocalisation vers les 

15 membranes en plus du domaine activateur de 1' expression 
du gene, soit en tant que proteine ou polypeptide de 
fusion en association avec un domaine activateur de 
1' expression du gene. En particulier, toute proteine de 
fusion connue de 1'homme du metier pour induire la 

20 traduction peut §tre utilisee, et notamment celles 
decrites dans la demande de brevet WO00/53779 
mentionnee precedemment , a savoir toute proteine de 
fusion entre une proteine analogue a eIF4G ou a un 
derive ou fragment traductionnellement actif de celle- 

25 ci, fusionnee avec une proteine ou un fragment ou 
derive de proteine se fixant a 1 ' ARNm. On citera §l 
titre non exhaustif la proteine de fusion entre eIF-4Gl 
et IRP-1. 

La proteine de fusion . inductrice selon 
30 1' invention comprend done un domaine permettant une 
delocalisation membranaire . Ce domaine est present 
intrinsequement ou est fusionne avec le domaine 
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25 



30 



peptidique de liaison aux acides nucleiques et le 
domaine activateur de 1< expression. 

Un domaine permettant une delocalisation 
membranaire est un domaine peptidique qui est le site 
» d'une modification post-traductionnelle de la proteins 
permettant la delocalisation aux membranes cellulaires 
(cytoplasmic, nucleaire, mitochondriale etc..) de la 
proteine comprenant ledit domaine. La modification 
post-traductionnelle pent etre, a titre d-exemples non 
■ Umitatifs. une farnesylation, une geranylgeranylation, 
une myristilation, ou une palmytoylation. ou toute 
autre modification connue de l-ncmne du metier 
Lorsqu-elle est munie de la sequence peptidique 
resultant de la modification post-traductionnelle la 
proteine est adressee 4 la membrane. 

L' utilisation de la farn<Ssylation a d« ja «t* 
envisages dans dee traitements anti-cancereux afin de 
rendre inactive* certaines proteines (petites proteines 
etc.) xmpliquees dans des pathologies, mais elle n-a 
lamais M utilises dans le cadre d'une induction de 
1' expression d'un gene. 

L e precede de contraie de 1- expression d'un gene 
selon 1. invention comprend le contr81e externa 

permanent et modulable de l'induet-i™, i, 
. rnauction de 1' expression 

du gene par modulation de 1-etat de modification post- 
traductionnelle de la proteine de fusion inductrice de 
1 expression du dene <=t- to,, 

9Sne et P lus Particulierement du 
domaine permettant une delocali «,*♦-,•„„ 

aeiocaiisation membranaire. Ce 

ws — en— ffiuv ru par t , utilisation d'.u n 

inhibiteur approprie de ladite modification post- 



muuitication post- 
traductionnelle est une f arn.sylation. un inhibiteur 



approprie est un inhibiteur de la farnesyl transferase, 
tel que FTI 277. Si la modification post- 
traductionnelle est une geranylgeranylation, un 
inhibiteur approprie est un inhibiteur de la geranyl 
transferase, tel que GGTI 298. L'homme du metier saura 
determiner 1' inhibiteur approprie compte tenu du 
domaine de modification post-traductionnelle present. 

En l'absence d' inhibiteur, la modification post- 
traductionnelle de la proteine de fusion inductrice 
aura lieu. La proteine de fusion, une fois synthetisee 
et munie de la sequence peptidique induisant la 
modification post-traductionnelle, sera ancree dans une 
membrane cellulaire, et ne pourra done jouer son role 
d'activateur de 1' expression du gene. 

A 1' inverse, en presence. d'un inhibiteur 
approprie, la modification post-traductionnelle ne se 
produira pas, et la proteine de fusion inductrice ne 
sera plus adressee a la membrane et pourra done jouer 
son r61e d'activateur de 1' expression du gene. 

L' invention a pour objet une proteine de fusion 
inductrice de 1' expression d'un gene comprenant, d'une 
part, un domaine peptidique de fiaison aux acides 
nucleiques et un domaine activateur ( de 1' expression 
dudit gdne, et, d' autre part, un domaine permettant une 
delocalisation a la membrane cytoplasmique . 

A titre d'exemple = de proteine de fusion 
inductrice selon 1' invention, on citera les proteines 
de fusion R17-4G-CVLS oil CVLS correspond a un domaine 
"CAAX" d^crit comme responsable de la delocalisation de 
la proteine a la membrane. 

L' invention a ggalement pour objet un acide 
nucleique comprenant une sequence codant pour la 
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proteine de fusion inductrice de 1' expression salon 
1' invention. Get acide nucleique peut etre un ADN 
double brin ou monobrin, un ADNc, un ARNm. 

1>' invention a egalement pour objet un vecteur 
d' expression, en particulier un plasmide, comprenant un 
acide nucleique selon 1' invention. 

L' invention a egalement pour objet une cellule 
recombinee comprenant un acide nucleique selon 
1' invention integre dans son gen6me, ainsi qu'une 
ixgnee cellulaire comprenant un tel acide nucleique. On 
cxtera a titre d'exemples non limitatifs les cellules 
d'hepatome humaines SKHep-l ou les cellules HeLa. 

L' invention a egalement pour objet un organisme 
non humain transgenique, par exemple une souris 
comprenant en tant que transgene un acide nucleique 
selon 1' invention. 

Plus precisement, selon 1' invention, le precede 
de contr61e externe, permanent et modulable de 
1' induction de 1< expression d'un gene d'une cellule 
recombinee ou d'un organisme non humain transgenique 
comprenant un acide nucleique comprenant une sequence 
codant pour une proteine de fusion inductrice selon 
1' invention, ou comprenant un vecteur comprenant ledit 
acide nucleique, implique la modulation de 1'etat de 
modification post- traductionnelle de la proteine de 
fusion induisant 1'expression du gene par 1 • utilisation 
d'un inhibiteur approprie de la modification post- 
traductionnelle de ladite proteine de fusion 

Le._co^6ae^e-^ toi on de l expression du 



a. cApx ess ion du 

gene est done simple , rm^labx^ et- permanent = il est 

1Writhr * tBg1lll " ra ^g ^ arrSter, repreno re" 
1'addition de 1-inhibiteur de la modification post- 
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traductionnelle approprie, de modifier les quant ites 
ajoutees, afin de controler 1' induction aussi bien 
qualitativement que quantitativement . 

De nombreuses applications de 1' invention peuvent 
5 etre envisagees. 

En particulier, 1' invention presente un grand 
interet en therapie g£nique. II est possible de 
completer le genome defectueux d'un organisme avec un 
gene x dont l 1 expression sera contrdlee de fa?on 
10 precise a 1 1 aide de concentrations modulables de 
l'inhibiteur approprie. II est egalement possible de 
faire exprimer en concentration variable et controlee 
un ou des gSnes capables de tuer ou d'inhiber la 
proliferation des cellules de 1» organisme (par exemple 
15 gene codant pour la fraction soluble de recepteur 
membranaire, gene codant pour fragments scFv 
d ! anticorps etc..) . II est aussi possible de controler 
1' expression et done de faire exprimer en concentration 
variable des antioncogenes (par exemple p53 r p70) , des 
20 cytokines ou interleukines , des facteurs de croissance, 
des dominants negatif s de certaines proteines, des 
xenogenes . 

L' invention peut egalement £tre utilisee pour le 
criblage d 1 inhibiteurs de modification post- 

25 traductionnelle. Ce criblage peut etre effectue grace a 
un kit de criblage : kit obtenu par integration stable 
de plasmides seion 1' invention dans des lignees 
cellulaires, ou kit obtenu par transfection provisoire 
ou « plasmides nus ». Un kit selon 1' invention permet 

30 d'6valuer 1' influence de la presence d'un agent donn<§ 
sur'la modification post- traductionnelle d'une proteine 
de fusion inductrice, et permet done de determiner si 
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ledit agent est ou non un inhibiteur. a titre 
d'exemples d' inhibiteurs cribles, on pent citer les 
inhibiteurs de prenyl transferase ant if arnesyl , les 
xnhibiteurs de prenyl transferase antigeranyl-geranyl, 
les inhibiteurs de palmitoylation, les inhibiteurs de 
myristylation, etc. 

L' invention peut egalement etre utilisee en 
recherche fondamentale pour selectionner 1 1 expression 
de certains genes dans des cellules en culture ou dans 
des tissus d'animaux de laboratoire (in vitro) . On peut 
generer 1< induction et la modulation ponctuelle ou a 
long tertne de 1 ' expression de n-importe quelle 
proteine ; on peut obtenir une induction et une 
repression rapides de 1- expression de proteine. 

On pourra notamment utiliser des agents deja 
connus et en phase clinique pour d'autres applications 
(en particulier des inhibiteurs) et dont on sait qu'ils 
n'ont pas d'effets toxiques . 

Cet exemple a pour objet la mi se en evidence du 

controle de l'indupf-irm -it 

x induction de 1' expression d'un gene dans 

des cellules mammiferes en culture ex vivo. 

Dans cet exemple, 1'etape de 1' expression qui est 
induite est la traduction, et i. modification post- 
traductionnelle de la proteine de fusion inductrice est 
une f araesylation . 

On utilisera des plasmides de deux types : 
-l-._-des_^Oasmide S pexme LLan t de 



transorire dans les cellules un ARN bicistronigue 

ran ■! T 4 — » \ 



^ ""<-^ ^ucirerase 

renxHa, en premier cietron et M (Luciferase 
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firefly) en deuxieme cistron. Les plasmides pCRL3 0-R17 
ou pCRL138-R17 contiennnent en outre dans l'espace 
intercistronique de l , ARNm un site de liaison pour la 
proteine. de capside du bacteriophage R17 (plasmide) . 
5 Les plasmides pCRL3 0 ou pCRL138 (controle) ne 
contiennent pas ce site, 

2 . des plasmides ef f ecteurs qui vont pouvoir 
exprimer dans les cellules : 

une proteine de fusion entre la proteine 
10 de capside de phage R17 et la region C- 

terminale du facteur d' initiation de la 
traduction eIF4G, pour le plasmide pCI 
R17-4G, 

une proteine de fusion entre la proteine 
15 de capside de phage R17, la region C- 

terminale du facteur d' initiation de la 
traduction eIF4G et un domaine proteique 
de f arn^sylation (de sequence proteique 
CVLS) , pour le plasmide . pCI R17-4G-CVLS . 

20 

On procede de la fagon suivante . Des cellules 
d'hepatome humaines SKHep-1 sont transfectees 
transitoirement a l'aide de liposomes cationiques en 
utilisant 10 pmoles de plasmides reporteurs et 5 pmoles 

25 de plasmides activateurs pour 1 million de cellules. 24 
heures apres la transf ection, les cellules sont 
traitees durant differentes periodes (1 a 8 heures) par 
un inhibiteur de farnesyl transferase, le Cys-Val-3(2~ 
Naphthyl) Ala-Met ; Sigma C4433, a une concentration 

30 finale de 15 fiM dans le milieu de culture. 

Apres lyse des cellules, les activites LucR et 
LucF sont dosees a l'aide du kit « Dual -Lucif erase (TM) 
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Reporter System » (Promega E1980) sur un appareil a 
luminescence de type Berthold LB96B . Le rapport 
LucF/LucR represente 1'activite de traduction du 
deuxieme cistron qui est sous contr61e du systeme 
d' inductibilitg . 

Les graphes de la figure 1 representent 
1'evolution du rapport LucF/LucR en fonction du temps 
de traitement pour les deux types de plasmide reporteur 
PCRL30 et PCRL30-R17. Le graphe a montre 1'evolution du 
rapport en absence de plasmide effecteur. Le graphe b 
montre Involution du rapport en presence de plasmide 
exprimant la proteine de fusion R17-4G. Le graphe c 
montre 1'evolution du rapport en presence de plasmide 
exprimant la proteine de fusion inductrice R17-4G-CVLS. 

On pent observer que le rapport est faible dans 
le cas ou les plasmides reporteurs sont transfectes en 
1 'absence de plasmides effecteurs. La traduction du 
deuxieme cistron est done faible dans ce cas (graphe 
a). L'expression de la proteine de fusion R17-4G permet 
une augmentation du niveau de traduction du deuxieme 
cistron de 1 ' ARN bicistronigue reporteur contenant le 
site R17 (pCRL 30R17), mais pas de celui ne contenant 
pas le site R17 (pCRL 30) (g rap he b) . On pent observer 
enfin (graphe c) que le niveau de traduction induite 
par l'expression de la proteine de fusion R17-4G n'est 
pas module par le traitement avec 1'inhibiteur de 
farnesyl transferase. Au contraire, 1 ' augmentation de 
traduction induite par la proteine de fusion inductrice 



30 1'inhibiteur de famSsyl transferase, et plus 
par 1'inhibiteur de farnesyl transferase. 
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Exemple 2 

Les travaux realises sur les SKHep peuvent etre 
etendus a d'autres lignees cellulaires et notamment les 
5 cellules HeLa (issue d'un adenocarcinome uterin) . 

Cette lignee HeLa a ete utilisee pour realiser 
des integrations permanentes de plasmides effecteurs 
exprimant la proteine de fusion R17-4G-CVLS ou de 
plasmides "reporteurs" contenant (pCRL3 0-R17 ou 
10 pCRL138-R17) ou non (pCRL30 ou pCRL138) la structure 
ARN reconnue par la proteine R17 . Ces transf ections 
permanentes associees k un gene de resistance au G418 
ont permis la selection de clones cellulaires, Parmi 
les clones obtenus, ceux qui permettaient d' avoir le 
15 meilleur signal d' activation par rapport au bruit de 
fond ont ete selectionnes . 

Deux types d'§tudes ont <§te realises en fonction 
du clone stable utilise. * 

20 Premiere etude, 

a) Conf irmation de l'effet de l'inhibiteur de 
farnesyl transferase FT I 277. 

L'acide nucleique codant pour la proteine R17-4G- 

25 CVLS est integre dans le genome de cellules HeLa. On 
realise des transf ections transitoires des plasmides 
reporteurs pCRL13 8 et pCRL13 8-R17 dans ce clone. On 
recherche ensuite les produits agissant sur la 
f arnesylation de R17-4G-CVLS. 

30 La figure 2A confirme 1'effet de l'inhibiteur de 

farnesyl transferase FTI 277. 
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Le DMSO est le solvant dans lequel sont dissous 
les produits (FTI 277 et GGTI 298) ajoutes dans le 
milieu de culture, et represente done un contr61e de 
1' induction. La concentration finale en DMSO dans le 
milieu de culture ne depasse pas 0,1%. 

Les rectangles blancs represented 1 ' ARN qui 
porte la sequence de reconnaissance de la proteine R17 . 
Les rectangles noirs represented les activites 
obtenues dans les memes conditions avec une sequence 
d' ARN semblable mais ne portant plus la reconnaissance 
R17, il s'agit done du temoin negatif de la premiere 
construction. 

L' induction est representee par le quotient des 
valeurs LucP et LucR mesurees directement en presence 
d'un agent (FTI 27 7 ou GGTI 298), par rapport au 
controle DMSO. 

Ainsi, la cinetique d' action de FTI 277 
representee en figure 2A montre que FTI 277 a un effet 
inducteur, et que 1'effet deactivation maximal est 
obtenu a 8 heures de traitement. II faut egalement 
noter que le traitement des cellules par un inhibiteur 
de geranylgeranyl transferase, le GGTI 298, n 'a pas 
d^effet deactivation, ce qui demontre la specif icite du 
mecanisme . 

La figure 2B montre que 1' effet deactivation du 
FTI 277 est reversible. Dans cette experience, on a 
trait* les cellules pendant 8 h avec du FTI 2 77 1 m 
puis on a enleve le produit et on a observe une 
-djJQinut.i.Qn_r.anide rhi T- apr ^ rt - d lMtj . B , ) ■ T „, 
differents temps indiques. 



14 

b) Confirmation de l'effet de 1'inhibiteur de 
1 'HMGCoA-reductase et criblage d' inhibiteurs 

L' HMGCoA-reductase, qui synthetise le melavonate , 
est impliqu^e dans 1 ' isoprenylation, une modification 
5 post-traductionrielle des proteines telles que 4G-CVLS . 

Cette enzyme est. inhib^e par les statines 
(lovastatihe, simvastatine etc..) . 

Dans la figure 3, les cellules utilisSes au cours 
de ces essais sont des HeLa transfect§es de maniere 
10 stable par le plasmide codant pour la proteine de 
fusion R17-4G-CVLS, et transfectees transitoirement 
par les plasmides reporteurs bicistroniques pCRL138 et 
pCRL138-R17. 

Les resultats sont presentes sous forme de 

15 rapport d'activite LucF/LucR en presence de differents 
agents pharmacologiques dans le milieu de culture, par 
rapport £ un temoin DMSO. 

On voit en pistes 3 et 6 de la figure 3 que la 
presence de statine inhibe 1 ' HMGCoA- reductase, done la 

20 presylation, la proteine de fusion n'est done pas 
adressle a la membrane et joue son role d' activateur . 

On voit en pistes 2 , 4 et 5 que la presence de 
mevalonate, synthetise par 1 ' HMGCoA- reductase, permet, 
meme en presence d'un inhibiteur de 1 ' HMGCoA-reductase, 

25 1' isoprenylation e'est-a-dire la modification post- 
traductionrielle de la proteine de fusion qui sera done 
adressee a la membrane et qui ne pourra jouer un r61e 
d' activateur d'oil des rapports LucF/LucR identiques ou 
tres proches de celui du temoin. 

30 Le module utilise a egalement permis de cribler 

des agents inhibiteurs potentiels de 1' HMGCoA- 
reductase . 



15 



10 



15 



On voit en pistes 7 et 8 que le tamoxifene, un 
anti-cestrogene, inhibe cette enzyme meme a de faibles 
concentrations. Cette activite inhibitrice est 
independante de 1 Estradiol et du recepteur des 
oestrogenes (absent dans les cellules HeLa utilises) 
et est inversee ou compensee par le mevalonate (piste 
9) . 

D'autres ant i -oestrogenes ont ete testes. 

En pistes 13, 14 <=t- m c^t- 

' 14 ec 15 sont repr§sentes les 

resultats obtenus avec des ant i -oestrogenes steroidiens 
des societes ICI et Roussel Uclaf, ayant une forte 
af finite pour le recepteur des oestrogenes, a 
dxfferentes concentrations. Ces ant i -oestrogenes n'ont 
pas d'activite inhibitrice de 1 'HMGCoA-reductase. 

Par centre un autre anti-«strogene, appele PBPE, 
con,u et fabrique par les inventeurs, ne se liant pas 
au recepteur des oestrogenes mais se liant a un 
complex proteique dit AEBS (« antiestrogen binding 
sxte ») s'est revele etre inhibiteur de 1'HMGCoA- 
reductase (pistes 10 et u, , son activit§ inhibitrice 
etant, comme pour les inhibit eurs precedents, compensee 
par la presence de mevalonate. 

O Molecules inhibitrices de la farnesyl 
25 pyrophosphate-synthase egalement appelee PPP-synthase . 

Cette enzyme est necessaire a la biosynthese des 
farnesylpyrophosphates. Son inhibition inhibe done 
egalement la prenylation des proteines. 

Dans-eea-esgais^eg^^^ darts la figure 4 le 

^neme module cellulaire qu'en b) , transfecte de maniere 
stable ave^^T--4G^^-e¥t~u^Tiie r : 
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Les resultats des pistes 2 a 6 et 9 montrent que 
les biphosphonates, habituellement utilises comme 
antalgiques dans le traitement des metastases osseuses, 
sont egalement des inhibiteurs de la f arnesylation et 
5 que leur presence augmente done le rapport LucF/LucR. 

Les resultats des pistes 7 et 8 mohtrent que la 
presence de mevalonate ne compense pas 1'activite 
inhibitrice des biphosphonates . Au contraire, la 
presence de farnesol (pistes 11 et 12) inverse ou 
10 compense 1'activite inhibitrice des biphosphonates, ce 
qui montre que cette activite n'est pas liee a 
1' inhibition de la 1 ' HMGCoA- reductase , mais qu' ils 
agissent en aval dans la cascade de biosynthese des 
isoprenes et sans doute au niveau de la FPP-synthase . 
15 Les resultats obtenus en presence de tamoxifene 

(pistes 12 a 16) montrent que le tamoxifene est 
egalement un inhibiteur de la FPP-synthase. 

Ce modele a done permis de montrer que certaines 
20 molecules inhibent de fagon inattendue la biosynthese 
des isoprenyls en agissent sur la prenylation 
proteique. II a mis en evidence que. deux families de 
medicaments (antiestrogSnes et biphosphonates) parmi 
les plus utilises en cancerotherapie du fait de leur 
25 grande innocuite, sont egalement capables d r inhiber la 
farnesylation, 

Deuxieme 6tude- 

Les sequences reportrices pCRL13 8 ou pCRL13 8-R17 
30 sont integrees dans le genome des cellules HeLa, et 
differentes constructions R17-4G-CAAX - ou CAAX peut 
etre farnesyle "CVLS", ou geranylgeranyle 11 CVLL " , ou ne 
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Pouvant plus subir fle mod . fications 

" "°" ellea ^ CS CWe " SVLS " " — t transferees 
de mamere transitoire dana cea daux clones. 

Apres transfection ipo -, 

n ' les cellules sont traitees 
par du - 277 (inhlblteur fle farnssyi - 

au g GTI 298 (inhlblteur de g6ranyl transferase) 

figured 0bSerV£ rSSU " atS SUlVantS ' W»t«. an 

figure 5, par rapport aux temoins DMSO : 

- pour R17-4G-CVXS (qul contient une bo . te ^ 
f amesylation, . seul Ie m „ ? ^ # 
d'activer la traduction, 

- POUr R17-4G-CVLL (qUi rontlent une ^ 
geranylation, , se ul l e GGTI 298 ast capabla 
d'activer la traduction, 

- Pour R17-4G-SVLS (qul ne peufc etre n . 
farnesyle. ni geranyle) , aucune des deux 
molecules n'est capable d< activation 

apeciri^t 6 d? XP " rlenCe m ° ntre dODC Me »°™ 
specrfrcrte d-act.on des inhibiteurs, ce qui permet un 

contraie precis de 1- induction. 

orot/ ar aillSUrS ' 13 l««"«tloo subcellulaire de 
proteines contenant les boites CVM 

contr61ee. ' ^ °" SVLS a 

Pour ce faire. ces boites ont ete mises en fusiQn 
avec la proteine ypp / lon 
et to „ f , y Pluo " s «°t protein ») , 

et toutes les p ro teines de fusion ^ ft| ^ 

unesequence HA en ,-te^inal. LeS constructions ont 

^ J - gSHsIcoIri dans des cellules 

HeLa et la l ocalisation des proteines de fusion a ate 
suxvie en mnW J ' 1 ece 



— * ; - ~ w »-« — 

— re en mlcro.oopi.~i l~ 



apres 
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immunofluorescence avec un anticorps anti-HA (Fig. 6A 
et B , en couleur) . 

On remarque que les proteines de fusion contenant 
des boites CVLS ou CVLL sont S localisation metnbranaire 
predominante . 

On peut egalement noter que le traitement par le 
FTI 277 (8 heures) relocalise uniquement les proteines 
YFP-CVLS et R17-4G-CVLS vers le cytoplasme, ce qui 
n'est pas le cas du traitement par le GGTI 298. 
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RE VEND I CAT T OWS 



1. Protein, da fusion inductrice de !• expression 
dun S ene caracterise en ce qu-elle comprend, d'une 
Part, un domains peptidique de liaison aux acides 
nuclerques et un domaine activateur de !■ expression du 
gene, et, d'autre part, un domains permettant une 
delocalisation a la membrane cytoplasmique. 

2. Proteins de fusion sslon la revendication 1 
caracterisee en ce que le domains activateur de 

1 eXpressi ° n - t un domains activateur de la 
traduction. 
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revsnd 3 ' " ^ ^ ™ — 

revendrcatxons 1 et 2 , caracterisse en ce que le 

cZr permettant une * i- — 

cytoplasm lq us sst un domains ds farnisylation. 

4 . Acide nucleique comprenant une sequence codant 
pour une protsins sslon l- une aMloaw des 
rsvsndications 14 3. 4 3 

5. vecteur depression comprenant un acids 
nucleique selon la revendication 4. 

6. cellule recombinee comprenant un acide 
nucleus selon la revendication 4 OU un vecteur 
d expression selon la revendication S. 
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REVEND I CAT I QNS 

1. Proteine de fusion inductrice de 1' expression 
d'un gene caracterise en ce qu'elle comprend f d'une 
part, un domaine peptidique de liaison aux acides 

5 nucleiques et un domaine activateur de 1' expression du 
gene, et, d' autre part, un domaine permettant une 
delocalisation a la membrane cytoplasmique. 

2. Proteine de fusion selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que le domaine activateur de 

10 1/ expression est un domaine activateur de la 
traduction. 

3. Proteine de fusion selon l'une ou 1' autre des 
revendications 1 et 2, caracterisee en ce que le 

. domaine permettant une delocalisation a la membrane 
15 cytoplasmique est un domaine de f arnesylation. 

. 4. Acide nucleique comprenant une sequence codant. 
pour une proteine selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 3 . 

5. Vecteur d r expression comprenant un acide 
20 nucleique selon la revendication 4 . 

6 . Cellule recombinee comprenant un acide 
nucleique selon la revendication 4 ou un vecteur 
d' expression selon la revendication 5. 

7. Lignee cellulaire de cellules recombinees 
25 comprenant un acide nucleique selon la revendication 4 

ou un vecteur d' expression selon la revendication 5, 
notamment lignee cellulaire SKHep et HeLa. 
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7. Lignee cellulaire de cellules recombinees 
comprenant un acide nucleigue selon la revendication 4 
ou un vecteur d'expression selon l a revendication 5, 
notamment lignee cellulaire SKHep et HeLa. 

8. Organisme non humain transgenigue comprenant 
un acide nucleigue selon la revendication 4 ou un 
plasmide selon la revendication 5. 

9. Precede de controle externe, permanent et 
modulable de 1'induction de 1'expression d'un gene 
d'une cellule recombinee ou d'un tissu ou organisme non 
humain transgenigue comprenant un acide nucleigue 
comprenant une sequence codant pour one proteine de 
fusion selon 1'une guelconque des revendications 1 a 3 
ou comprenant un vecteur d'expression comprenant ledit 
acxde nucleigue, par modulation de l'etat de 
modification post-traductionnelle de la proteine de 
fusion par 1 < utilisation d'un inhibiteur approprie de 
ladxte modification post-traductionnelle. 

10- Kit de criblage d' agents comprenant au 
moins une cellule selon 1'une ou 1' autre des 
revendications 6 et 7. 
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3. Organisme noa • humain transgenique comprenant 
un acide nucleique selon la revendication 4 ou un 
plasmide selon la revendication 5. 

9. Procede . in . vitro de controle externe, 
permanent et modulable de 1' induction de 1' expression 
d'un gene d'une cellule recombinee ou d'un tissu non 
humain transgenique " comprenant un acide nucleique 
comprenant une sequence codant pour une proteine de 
fusion selon rune quelconque des revendications 1 a 3, 
ou comprenant un vecteur d' expression comprenant ledit 
acide nucleique, par modulation de l'etat de 
modification pos.t-traductionnelle de la proteine de 
fusion par 1' utilisation d'un inhibiteur approprie de 
ladite modification post-traductionnelle . . 

10.. '.Kit de criblage d' agents . comprenant au 
moins .une cellule . .selon l'une ou 1' autre des 
revendication^ 6 et 7 . 
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FIGURE 1 
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FIGURE 2 
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FIGURE 3 
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1 temoin 

2 mev 1 mM 

3 stat 20pM 

4 stat 20jjM +mev 1 mM 

5 stat 5pM+mev 1 mM 

6 statine 5|jM 

7 tarn 0,5pM 

8 tarn 0,5|jM + cestradiol 100 nM 

9 tamoxjfene 0,5jjM +mev 1 mM 

10 PBPE5pM 

1 1 PBPE 5pM +cestnadiol 1 0OnM 

12 PBPE 5pM + mev 1mM 

13 anti-steroidien 1pM 
44 — anli=steroifdferrtOp 
1 5 anU-steroi'djen SOjjM 



mev = mevalonate 
stat = statine 
tarn = tamoxifene 
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FIGURE 4 , 

Clone Stable 138R17 4G-CVLs Transitoire 

LucF/LucR 
16 i 




Histogramme de l'activite (dose reponse) d'un biphosphonate et du tamoxifene 
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FIGURE 5 
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FIGURE 6 
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